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Abstract: The influence of variations in human genome is huge at first glance on people’s appearance
showing several differences between individuals and populations. Also a behavior and probability of
occurrence of certain disease are influenced in large way by differences between genomes. Due to
inability of whole genome sequencing of a human individual, the existing methods work with reads
produced by next-generation machines. Each method has its advantages and limitations and each
detects a subset of variations. Appropriate combination of these methods can lead to increase of
accuracy and sensibility in genome variation detection.
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UvVOD

Zmeny medzi 'ud’'mi mdzeme ndjst’ uZ na najnizSej trovni — v kompletnej genetickej vybave, v
genéme. Okrem rozmanitosti medzi 'ud’'mi ako jedincami sd Studované i zmeny v réznych populé-
ciach. Varidcie su takisto vyhl'addvané i v ramci urCitého regiénu, ktory napriklad spdsobuje urcitd
chorobu, a po ziskanf{ varidcii prave v tomto regiéne sa mozeme dozvediet viac o samotnej pri¢ine
choroby. Prichod vypoctovych metdd pre detekciu gendmovych varidcii umoznil samotny prichod
sekvenovania druhej generacie (angl. next-generation sequencing, NGS). Tieto metédy vznikaji kvoli
nemoznému ziskaniu kompletnej sekvencie 'udského genému. Dnesné technolégie rozdelia geném
na mensSie Casti a tie sa nasekvenuju z jedného alebo oboch koncov, ktoré nazyvame ready. Tieto ready
sd ndsledne zarovnané k referen¢nému gendmu pre ndjdenie jednotlivych varidcii. Referencny geném
je zostaveny z DNA niekol’kych darcov.

ROZDELENIE VARIACII

Struktiirne varidcie je moZné rozdelit’ na [1]: inzercie (pridanie novej sekvencie oproti referenénej),
delécie (odstranenie urcitej sekvencie), inverzie (reverzia sekvencie), duplikdcie (tandemové a roz-
ptylené skopirovanie sekvencie) a translokécie (presunutie sekvencie vradmci chromozému alebo in-
trachromozomadlne). VAcSina néstrojov deteguje prave tieto variacie, resp. ich podmnozinu. Okrem
spomenutych Struktdrnych varidcii existuji aj omnoho komplexnejSie varidcie. Takisto existuje naj-
jednoduchsia odchylka medzi dvoma gendémami a to prave zmena jedného nukleotidu na iny, ¢o
nazyvame jednonukleotidovymi varidciami (angl. single nucleotide polymorphism, SNP).

EXISTUJUCE METODY

Metddy sa delia podl’a toho, aki informaciu vyuZivajd pri detekcii varidcii [1, 2, 3]. Metoda read pair
uZ podl’a ndzvu pouZiva parové ready, ktoré st zarovnané nesthlasne. To znamen4, Ze si zarovnané
v nespravnej orientacii, poradi alebo st vzdjomne prehodené. Tato metdda sa d’alej deli na klastrova-
cie a distribu¢né metddy. Zo vsetkych metdd deteguje najSirSiu Skdlu typov a vel'kosti Struktirnych
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varidcii. AvSak na druht stranu je limitovand v detekcii vacsich inzercii ako je vzdialenost’ medzi
readmi. TaktieZ vzdialenost’ medzi readmi sa mdze 1iSit’, Co zhorsuje rozliSenie. Novsie metédy kom-
binuju pristupy klastrovacich a distribu¢nych metdd pre odstrdnenie nedostatkov.

Dalsia metéda, split read, podobne pracuje s parovymi readmi. Avsak oproti predoslej metéde pracuje
s readmi, z ktorych sa iba jeden sprivne zarovnal a druhy nie je bud’ zarovnany vdbec, alebo sa
rozdelil na viaceré Casti, ktoré m6Zu mat’ réznu orientdciu aj poradie. Split read metédy sd vel'mi
vhodné pre detekciu hranic variécii, co dokdZu s presnost’'ou na jednu bazu. Kvoli nejednoznacnému
zarovnaniu kritkych readov st v sucasnosti efektivne len v unikdtnych regiénoch genému. Vicsie
a komplexnejsie varidcie moéZu byt detegované s pouZitim vicSej dizky readov.

Tretia metdda, read depth, deteguje varidcie na zdklade hibky pokrytia, ktord uddva pocet, kol'kokrat
bol dany gendém nasekvenovany. Pomocou tejto metédy sme schopni odhalit’ zmeny v pocte képii
v gendme (angl. copy number variations, CNV). VAcsi pocet pokrytia v regidne oproti pokrytiu v ce-
lom genéme znamend duplikéciu, mensi naopak deléciu. Ostatné varidcie nie je tdto metéda schopna
odhalit’. Takisto nie je schopnd urcit’ lokalizdciu detegovanych CNV. VicSina tychto metdd odstra-
fuje rdézne Sumy a mapuje ready pomocou rozsirenych Statistickych modelov pre zvySenie presnosti
a rozliSenia.

Poslednd metdda, sequence assembly, sa mdze rozdelit’ na de novo a comparative assembly. Prva
metdda nevyzaduje zarovnanie readov k referenénému genému, ale naopak snaZzi sa zostavit' gendm
kisok po kisku. Druhd metdda pri zostavovani pouZiva aj referencny geném. NajvhodnejSie pouZi-
tie je pre mensie gendmy, napriklad pre gendm baktérie. Pre zostavenie 'udského genému sa pou-
Ziva menej, pretoZe zostavenie kritkych readov do sekvencie v opakujicich sa regiénoch je narocné.
Z technickych pri¢in sa ststred’uje len na neopakujiice sa regiony. Je schopna detegovat’ len limito-
vané mnoZstvo Struktirnych varicii.

Kvdli limitdcidm spdsobenym NGS je odhadom stéle 50 % varidcii v 'udskom genéme nedetegova-
nych. Kratke ready a vel'ké chyby vo viacsich readoch limituji sicasné metddy v detekcii variacii
v opakujucich sa a duplikovanych regiénoch. Kombin4cia predoslych metdd sa zdd byt’ s'ubnou a

touto cestou sa uz aj niektoré prace vybrali.

NAVRH NASTROJA

Vo vlastnom néstroji budd pouZité prvé dve opisané metddy, ktoré sa pouZziji podl’a toho ako sa dany
pérovy read podarilo namapovat’. CiZe v pripade namapovania oboch readov sa deteguj varidcie me-
tédou read pair a v druhom pripade, ked’ sa jeden read nenamapoval alebo sa namapoval prerusovane,
sa pouzije split read. Okrem toho pre zvySenie spol’ahlivosti detekcie bude ziskani hibka pokrytia,
ktord musi byt’ najskér kvoli obsahu GC opravend. Obsah GC uvadza podiel paru G-C v rdmci ce-
1€ho genému, ktory byva typicky vacsi ako obsah AT. V regiénoch s vel'’kym mnozZstvom AT stipa
hibka pokrytia, ak stipa obsah GC a v regiénoch s vel'’kym mnoZstvom GC naopak kles4 hibka po-
krytia so stipajicim mnozstvom GC. Ttto korekciu pouZiva néstroj Rdxplorer [4] spoloc¢ne s d’alSim
mnoZstvom néstrojov zaloZenych na hibke pokrytia. V kazdom okne i o vel'kosti 100 bp bude ziskany
pocet readov r; na zdklade ich pociatocnej pozicie. Budu pripocitané iba ready oznacené ako spravne
namapované. Nésledne bude vykonand korekcia podl'a vzorca r; = r; * miac, kde m je medidn zo vSet-
kych okien a mgc je median zo vsetkych okien s rovnakym percentudlnym obsahom GC ako okno
i. Percentudlny obsah GC je vypocitany ako cgec = /ﬁ * 100, kde jednotlivé pismend uvadzaji
pocet odpovedajuicich baz v ramci daného okna.

Pred samotnym vyhodnotenim varidcii budd ready detegujice rovnaku varidciu pridané do klastrov
pre zvySenie spol’ahlivosti. Okrem zvySenia spol’ ahlivosti d6jde k rozhodnutiu medzi nejednoznac-
nymi varidciami. Vytvorené klastre moZu takisto blizSie urCit’ vel’kost’, hranice a presnd sekvenciu
danej varidcie. K tomuto prispeji najmé prerusSované ready, ktoré uz zo svojej podstaty deteguji kom-



pletné sekvencie varidcii alebo aspon jednu hranicu sekvencie.

Vstupom systému budd namapované ready na referencny gendém uloZené v BAM stibore a takisto
bude vstupom samotny referenény gendm vo FASTA suibore. Okrem vstupnych stiborov bude nutné
zadat’, akd politika bola pouzitd pri sekvenovani parovych readov, resp. z ktorého vldkna je ziskany
ktory read. Vystupom systému bude VCF subor, ktory bude obsahovat’ vSetky ndjdené varidcie. Cely
tento proces zobrazuje obrazok 1.
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Obrazek 1: Datovy tok navrhu vlastného néstroja

Vyslednd implementicia bude vytvorend ako balicek pre skriptovaci jazyk Python, ktory je medzi
bioinformatikmi vel'mi pouZivany, spolo¢ne so Statistickym jazykom R a jeho balikom Bioconduc-
tor. Vytvoreny balicek mdze byt stucast’ ou vicSieho zret’ azeného spracovania, ked” po namapovani
readov na referenény gendm, pride prave na rad tento balik a jeho vystup mdze byt takisto ndsledne
d’alej spracovany. Spominany jazyk R modZe takisto vyuzit' vytvoreny balik, napr. prostrednictvom
vlastného balika rJython, ktory prave dokdze spistat’ programy napisané v jazyku Python. Rovnako
mdZe byt vyuzity i v inych jazykoch, ak toto prepojenie podporuju.

5 ZAVER

Skidmanie 'udskych genémov je silne zavislé na sekvenacnych technoldgidch a je mozné ocaka-
vat’, Ze s prichodom sekvendtorov tretej generdcie sa spol’ ahlivost’ sicasnych metdd zvysi, pripadne
vzniknd nové metddy. AvSak kym nenastane doba, ked’ bude mozné ziskat’” kompletnui sekvenciu
genému akéhokol’ vek Cloveka, budud sicasné metddy a ich obmeny stdle pouZivané a preto je vhodné
sa nimi zaoberat’. Prezentovany navrh sa snazi skombinovat’ tri metédy pre zvySenie spol’ ahlivosti
a citlivosti detekcie varidcii. Vysledny ndstroj bude porovnany s vybranymi vhodnymi implement4-
ciami pre porovnanie vykonnosti.
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